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PROCEDE DE FABRICATION D'UN VECTEUR DE MOLECULES ACTIVES 
APPLICABLE DANS LE DOMAINE DE LA DIFFUSION DE PRINCIPES 
ACTTFS ET VECTEUR OBTENU 

La presente invention concerne un procede de fabrication d'un vectcur de 
molecules actives, applicable dans le domaine biomedical pour la diffusion de 
principes actifs. 

Un tel vecteur est applicable a la diffusion de principes actifs dans les domaines 
humain, animal et vegetal. 

L* invention couvre aussi le vecteur biomedical issu de ce procede. 
bans le domaine du traitement du corps humain ou du traitement des vegetaux 
par exemple, on sait que certains principes actifs sont metabolises 
prematurement avant d'avoir atteint leur cible. 

Aussi af in que certaines molecules puissent presenter une activite therapeutique 

suf f isante, il faut greff er ces molecules sur des vecteurs. 

On peut citer comme molecules actives interessant la presente invention et 

donnees a titre d'exemples des acides gras, des antioxydants, des hormones, des 

composes vitamines, des medicaments ou des neurotransmetteurs. 

De telles molecules actives, presentees par un vecteur disposent d'activites 

bacteriostatiques, anti-allergisantes, anti-parasitaires. anti-predateurs ou anti- 

fongiques, immunomodulantes ou anti-inf lammatoires. 

Une molecule de petite taille diffuse rapidement mais elle est rapidement 
metabolisee tandis que la mSme molecule greffee aura une duree de vie plus 
longue car elle ne sera pas aussi rapidement metabolisee. 
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La diffusion d'une molecule active gref f ee sur un vecteur adapte augmente ce qui 
permet de faire migrer le principe actif plus proche du lieu d'action avant qu'il ne 
soit metabolise, et avec une forte action. 

Le but est done de pouvoir utiliser des vecteurs avec leurs molecules greffees, 
5 suff isamment importants en taille af in d'obtenir une forte eff icacite mais de les 
greff er sur des vecteurs qui leur assurent aussi une forte diff usibilite. 
II est un autre parametre important e'est la capacite pour le vecteur de recevoir 
par greff age ces molecules acfWes. 

C'est I'objet de la presente invention de permettre la realisation d'un vecteur du 
10 type polymere qui assure ce r6le de support de molecule active avec une forte 
diffusibilite. Plus particulierement, en modifiant le taux de polymerisation, on 
peut ajuster cette diffusibilite. 

La presente invention propose aussi un precede permettant de realiser un 
vecteur de molecules actives sous forme d'un polymere ne necessitant aucun 
15 support inerte. 

Ce meme vecteur peut aussi pieger les metaux lourds et les composes ayant un 
metal accroche a une proteine inductrice de reponses immunes comme le serum 
albumine bovine. 

On connaTt des techniques notamment decrites dans la demande de brevet 
20 PCT/FR99/00103 permettant d'obtenir des polymeres a partir d'amines. 

On recourt pour cela 6 des diamines que I'on polymerise en presence d'un agent 
reticulant. 

Dans ces precedes connus, les polyamines sent la poly(L-ornithine-R), la 
poly(putrescine-R), la poly(cadaverine-R), la poly(L-carnosine-R), | a 
25 poly(spermidine-R) ou la poly(spermine-R) ou encore un melange de celles-ci. -R 
repr&ente I'agent polymerisant reduit au borohydrure de sodium. 
Les agents de reticulation utilises sont choisis parmi le formaldehyde, le glyoxal. 
le malondialdehyde bien que d'un prix de revient tres eleve, ou le glutaraldehyde. 
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Un autre agent est le 1,1,3,3-tetramethoxypropane. 

Le procede de polymerisation utilise consiste en une dissolution de la diamine 
dans une solution basique, au-dela de pH 8,0 et en un ajout de glutaraldehyde. 
La reduction des doubles liaisons est obtenue egalement par une solution de 
5 borohydrure de sodium, suivie d ' une serie de dialyses. 

On obtient ainsi un rendement de polymerisation classe dans I'ordre suivant : 
poly(putrescine-G) > poly(cadaverine-G) > poly(L-ornithine-<S) > poly(spermidine- 
G) > poly(L-carnosine-£). 

Dans ces composes , -6 represent le glutaraldehyde reduit au borohydrure de 
10 sodium. 

Si I'on connaTt bien les couplages des amines realises au moyen du glutaraldehyde 
on ne connaTt pas de polymeres realises avec le glutaraldehyde. 
Le probleme souleve par ces polymeres lorsqu'ils sont utilises pour le traitement 
de f luides, est la necessity de travailler en milieu fortement alcalin au-dela de 
pH 8,0. La poly(putrescine-G) et, la poly(L-carnosine-S) ne peuvent £tre 
polyme>isees a des pH inferieurs a 8,0. 

De tels polymeres sont egalement tres interessants car il est possible de 
generer des polymeres tridimensionnels. 

Pour realiser un vecteur biomedical, il n'est pas concevable de travailler 6 un pH 
autre que proche du neutre a 7,0, celui du corps humain en I'occurrence. II en est 
de meme egalement pour le regne vegetal dans la plupart des cos. 
La presente invention vise done a determiner un procede permettant de generer 
des polymeres, bi ou mieux tridimensionnels, a partir d'une diamine mais qui 
travaillent a pH neutre ou proche de cette valeur de 7,0. 

Les avantages nombreux du produit selon la presente invention seront rev£l<£s a 
la lecture de la description qui va suivre. 

Ce procede est maintenant decrit en detail suivant un mode de realisation 
particulier, non limitatif . 
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Le precede consiste a recourir a une diamine la L-ornithine et d la polymeriser en 
presence d'un compose de la famille des dialdehydes, plus particulierement le 
glutaraldehyde pour obtenir une homopolyamine, la poly(L-ornithine-6). 
On peut realiser le meme precede avec d'autres diamines, meme si les 
5 rendements sont plus faibles car dans le domaine du biomedical, les quantites 
necessaires sont plus faibles. On peut citer ainsi la D ou L-citrulline et la L- 
lysine. 

La description de ce premier mode de realisation preferential se limite a la L- 
ornithine. 

10 Ce monomere comprend quatre carbones et deux groupes NH 2 . II faut en effet 
que les deux groupes NH 2 soient separes par au moins quatre carbones. On note 
que des essais avec des molecules ayant trois carbones ne donnent pas 
satisfaction car il n'y a pas de polymerisation possible. 

Dans ce cos de la L-ornithine, il est possible de realiser non seulement un 
15 homopolymere lineaire mais aussi un homopolymere en 3D moyennant un 
reticulant pour former ainsi un reseau. 

L'homopolyamine L-ornithine-G ainsi realisee est nouvelle et particulierement 
inventive dans sa f onction de vecteur de molecules actives, plus particulierement 
sous sa forme tridimensionnelle. 
20 Le procede de realisation de Thomopolyamine L-ornithine-S selon la presente 
invention consiste a melanger : 

- la L-ornithine par exemple lOg dans 25 ml d'eau avec ajustement a un pH 
compris entre 6,5 et 7,5, plus particulierement 7,0. 
NH 2 -(CH 2 ) 3 -CH(NH 2 )-COOH, 
25 - du glutaraldehyde, 20 ml d 50%. 
OHC-(CH 2 ) 3 -COH. 

La reaction qui se produit est une reaction de polycondensation avec formation 
d'imines. 
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On obtient un polymere lineaire qui peut etre utilise moyennant le passage d 
trovers un systeme de dialyse. 

Afin d'obtenir directement un polymere en 3D, selon le procede de la presente 
invention, on assure une reticulation de ce polymere en ajoutant au milieu un 
5 reticulant tel du polyethylene imine. L'ajout est effectue dans des proportions 
de 1 ml pour 10 g d' ornithine, dans le cas present. 

Le polymere obtenu se presente bien sous la forme d'un polymere 
tridimensionnel. 

Pour realiser des perles de I'homopolymere obtenu et le rendre encore plus 
10 aisement manipulate, on I'introduit dans un milieu organique hydrophobe pour 
obtenir un ef f et biphasique. De plus, avantageusement ce milieu est chauf U pour 
diminuer encore le temps de la polymerisation de I'homopolymere qui devient 
quasi instantanee. 

Pour collecter les perles ainsi formees, on les retient tout simplement 
15 mecaniquement sur un filtre puis on les seche sous ventilation chauf fante pour 

eliminer I'eau d'une part et pour f inaliser la reticulation d'autre part. 

Ces billes sont ensuite degraissees puis traitees au moins une fois a la soude par 

exemple dans 200 ml de soude alMa 80°C pendant deux heures. 

Cette etape permet de retirer les protons sinon il se produirait une formation 
20 d'hydrogene et un eclatement mecanique des perles, les rendant impropres a une 

manipulation aisee. 

Cette etape peut Stre renouvelee au moins un fois. 

On peut ainsi eviter de consommer inutilement du borohydrure de sodium puisque 
les perles sont ensuite placees dans une solution de soude a 1M en presence de 
!5 lg/l de borohydrure de sodium pour reduire les doubles liaisons des imines 
formees. 
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Les perles obtenues sont rincees sur eau et sup acide chlorhydrique a 0,001M 
pour neutraliser les eventuelles traces alcalines puis rincees abondamment sur 
eau. 

On obtient alors des perles d'homopolymere L-ornithine-G susceptibles de servir 
de vecteur de molecules actives, avec une forte eff icacite. On constate aussi 
qu'il est possible de choisir en fonction du degre de reticulation la taille du 
vecteur et done la dif f usibilite. 

Comme exemple de molecules de petites taille susceptibles d'Stre greff^es sur 
la poly(ornithine-G), on peut citer les exemples suivants : 



MOLECULES 


COUPLAGES REALISES 


CONCENTRATION (M) 


Acide palmitique 


Ac palmitique-poly(ornitihine-fi) 


2,05. 10" 3 


Acide myristique 


Ac myristique-poly(ornitihine-£) 


2,26 10" 3 


Acide oleYque 


Ac oleTque-poly(ornitihine-6) 


1,96 10- 3 


Taurine-AG 


Taurine-Ag-poly(ornitihine-G) 


3,92 lO" 3 



Uhomopolyamine poly(L-ornithine-S) obtenue par le proeidl selon la presente 

invention, sur laquelle sont greffes des acides gras, est egalement testee du 

point de vue de la toxicite et des tests de base ont montre une non toxicite. 

Ces tests consistent a administrer a des rats males des solutions de poly(L- 

ornithine-S) greffee avec des acides gras a 1 mg/ml a la dose de 0,5 ml/j. 

On constate une augmentation significative du poids au cours des 150 jours qui 

suivent. On a represente les courbes en annexe sur les figures 1 et 2. 

Si Ton compare avec la L-citrulline ou la L-lysine, on constate que lors de la 

polymerisation, le rendement est beaucoup moins £leve, mais on obtient une 

polymerisation en poly(citrulline-S) et en poly(Iysine-6) avec possibility de 

realiser un polymere tridimensionnel. 
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Dans un test comparatif , on dispose de 100 mg de L-ornithine et de 100 mg de D, 
L-citrulline que Ton place en presence de 3 ml d'acetate 3M, 1 ml d'eau et 3 ml 
de glutaraldehyde a 5%. 

Les valeurs du poids de polymeres, atteintes apres lyophilisation sont 
respectivement de 23,2 mg de poly(ornithine-<S) et de 7,2 mg de poly(citrulline- 
&). 

Ceci est essentiellement du au groupement CONH 2 qui diminue fa disponibilite 
pour la polymerisation du groupement NH 2 . 

La poly(ornithine-S) sur laquelle sont greff es des acides gras par liaison amide a 
ete evaluee du point de vue de son activite biologique dans des modeles animaux 
experimentaux d'affections chroniques. 

Sur le modele d'encephalite experimentale, ce polymere greffe avec des acides 
gras en concentration de 4 a 5 10" 5 moles a montre une activite biologique par 
diminution importante de la crise ( equivalente a une poussee de sclerose en 
plaques). 
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REVENDICATION.S 

1. Procede de fabrication d'un vecteur dc molecules actives applicable 
dans le domaine biomedical, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes 

- diluer un monomere ayant au moins deux groupements NH 2 seoares par au moins 
quatre carbones dans I'eau, 

- ajuster le pH a une valeur comprise entre 6.5 et 7,5. 

- ajouter du glutaraldehyde, OHC-(CH 2 ) 3 -COH, et 

- attendre la reaction de polycondensation et la formation d'imines, et 

- recuperer le poly(monomere-6) obtenu. 

2. Procede de fabrication d'un vecteur de molecules actives applicable. 
dans le domaine biomedical, caracterise en ce que le monomere est la L-ornithine, 
la L-lysine ou la L-citrufine pour obtenir la formation de la poly(L-ornithine-G), 
poly(L-lysine-G), poly(L-citruline-G), 

3. Procede de fabrication d'un vecteur de molecules applicable dans le 
domaine biomedical selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le 
polymere obtenu est lineaire. 

4. Procede de fabrication d'un vecteur de molecules applicable dans le 
domaine biomedical selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que I 'on 
ajoute un reticulant pour obtenir un reseau de poly(L-ornithine-G), poly(L-lysine- 
&). poly(L-citruline-G) en 3D. 

5. Procede de fabrication d'un vecteur de molecules applicable dans le 
domaine biomedical selon la revendication 4, caracterise en ce que le reticulant 
est le polyethylene imine. 

6. Procede de fabrication d'un vecteur de molecules applicable dans le 
domaine biomedical selon la revendication 4ou 5, caracterise en ce que Ton 
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disperse I'homopolymere obtenu dans un milieu organique hydrophobe pour 
obtenir un effet biphosique pour realiser des perles de poly(L-ornithine-G), de 
poly(L-lysine-G) ou de poly(L-citruline-G). 

7. Procede de fabrication d'un vecteur de molecules applicable dans le 
5 domaine biomedical selon la revendication 6, caracterise en ce que, pour collecter 

les perles ainsi formees, on les retient mecaniquement sur un f iltre puis on les 
seche sous ventilation chauf fante. 

8. Procede de fabrication d'un vecteur de molecules applicable dans le 
domaine biomedical selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce que Ton 

10 procede a un chauf fage du milieu organique hydrophobe utilise. 

9. Procede de fabrication d'un vecteur de molecules applicable dans le 
domaine du traitement de I'eau selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que, pour reduire les doubles liaisons des imines 
et obtenir des amines, on procede aux operations suivantes : 

15 - degraissage du polymere obtenu en sortie de reaction de condensation, 

- traitement au moins une fois 6 la soude, et 

- mise en presence de ce polymere en presence de borohydrure de sodium. 

10. Vecteur de molecules applicable dans le domaine biomedical, 
caracterise en ce qu'il comprend de la poly(ornithine-G), de la poly(L-lysine-G) ou 
de la poly(L-citruline-<S) sur laquelle sont greffees des molecules actives telles 
que des acides gras, des antioxydants. des composes vitamines, des hormones, 
des medicaments ou des neurotransmetteurs pour disposer d'activites 
bacteriostatiques. anti-allergisantes, anti-parasitaires, anti-predateurs, anti - 
fongiques, anti- inf lammato ires ou immunomodulantes. 

11. Utilisation du vecteur de la revendication 10, obtenu suivant le procede 
de I'une quelconque des revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'il est utilise 
pour recevoir des acides gras, des antioxydants, des composes vitamines ou des 
neurotransmetteurs pour disposer d'activites bactenostatiques, anti- 
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allergisantes, anti-parasitaires, anti-predateurs, anti-fongiques, anti- 
inf lammatoires ou immunomodulantes. 




Figure 2 
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